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摘要
:
利用大肠杆菌表达系统对 SA R S 冠状病毒的核衣壳(N )蛋 白全长及 N 末端或 / 和 C 末端缺失突变体进行 了表
达
,
共表达了 3 9 个重组蛋白
,





印迹实验检测纯化蛋白对 SA R S 病人恢复期血清的反应性
,





由此说明 N 蛋白的完整性对于其优势表位 的充分暴露是必要的
。
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2 0 0 3 年 4 月
,
世界卫生组织 (W H O )正式确认
其病原体为一 种新发现 的人类冠 状病 毒
,
定 名为







壳蛋白(N 蛋白 )长 4 2 个氨基酸
,
与其它冠状病毒
的 N 蛋白只有 2 0 % 一 3 0 % 的同源性
,
而 SA R S
一
Co V
不同毒株 N 蛋 白之间又高度保守
。





PA G E 胶 中
,
可看 到一
系列短的 N 蛋 白[ ‘〕
。
N 蛋 白参与 了病毒颗粒 的组
装
,
它通过第 1 8 4
a a 一 1 9 6 a a 间的一段富含 SR 的基






























: N 蛋 白对所有的 81 份血清都有
反应
,
而 S 蛋白对急性期的两份血清(发病 2 一 9 天 )
没有反应
。
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本研究利用大肠杆菌系统表达 了 39 个 N 蛋 白的系
列单 / 双末端缺失突变体
,




1 菌株和质粒 大肠杆菌 E
.





E R 2 5 6 6 (表达用 )为本室 保存
。
载 体质粒 pE T
一
3 0 a 购 自 I
n -




N 端有一 段 Hi
s
·
T ag / 凝血酶 /
S. T ag / 肠激酶序列
,








携带 S A R S 肠V N 蛋白基因












胶 回 收 试剂 盒 购 自 上 海 华舜 公 司
,
亲 和 层 析 介质
T A LO N M
e t a lAf fi
n ity R es ins 购自 BD B iosc i
e n e es 公司
。
3 PC R 分段扩增 N 蛋 白各 区段的基 因 根据 N 蛋 白基因
序列
,





计了 Ba m H 工 或 B
g l n 两种同尾酶位点
,
3’ 端则设计了















利用 2 条引物经不同组合 PC R 法扩增 了 39 个


















胶 回收试剂盒 回收 PC R 产物
,




a k ar a 公司 )
。
4 SA R S 冠状病毒 N 蛋白表达质粒的构建 利用 引物上 的
内切酶位点
,
用 份 m H 工汪龙
。 R 工 或 扫g l n / E
‘。 R 工 双酶
切
,
将基因片段从 pM D 1 8
一
T 载体中 切下 来
,
再与预 先用
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图 1 表达片段及引物
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得到系列表 大量表达 获得 目的蛋 白
:
接种 10 川 左右的甘油 菌至
达质粒(图 2 )
。
SO0 m l LB 培养基中
,
















4 m mo l几
,




E R2 5 6 6 感受态细胞
,















8 时加入 IPT G
,


















: SA R S 冠状病毒核衣壳(N )蛋白不同区域的原核表达 8 3
表 1 SA R S- C O V N 蛋 白基 因分段克隆引物
T a ble 1 T he Prim e rs for
a m p lifie a tio n o f S AR S- Co V N p












N R 1 4 0
N R 1 5 0
N R 1 6 0
N R 1 70
N R 1 8 4
N R 1 9 4
N R 2 0 4
N R Z1 4
N R 2 2 8
N R 2 6 7
N R 3 0 1
N R 3 2 0
N R 3 6 0
N R 4 2 2
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SD S PA G E 分析纯度
。
7 重组 蛋 白的 蛋 白印迹检测 按常规方法操作
,
样品经
S D S PA G E 后转移到硝酸纤维膜进行杂交
。
一抗为 S AR S
患者恢复期血清 (经 56 ℃ 30 m in 灭活病毒 )或阴性混合血清
(5 份阴性血清等量混合)
,




到 2 表达质粒图 (X 代表 39 个靶基因片段之一 )




(X r e p r esen
t s fo r an 卯n o o f th e 3 9 ta rg e t g e n e fr a g m e n t s)




因此 可 用 BD B ios
e ie n e es 公 司 的 T A L(〕N M
e tal Af fi
n ity
R es in s 介质纯化
。
将 要纯化的 蛋白粗 品预先透析到 T B S












0 )中 ; 用 2 0 倍柱
体积的 1
,





温结合 30 m i
n ; T BS 洗去没有结合 介质 的蛋 白
,
至洗 出 的
T BS 中摇不 出泡沫 ; 30 m m ol几 咪哇汀BS 洗去非特异结合
1 系列 N 重组蛋白的表达
3 9 个 重 组 蛋 白 中
,
PN 1 3 9
、
PN 1 6 9
、
P N 18 1
、
PN 2 2 1
、
P N 2 3 8
、
P N 3 0 1 b
、
P N 3 3 1
、






一 3 0 % 之间 (图 3 )
。
2 系列 N 重组蛋白的纯化
如图 4 所示
,
第 2 道 PN 1 5 0
、
第 7 道 PN 2 0 4
、
第
8 道 PN Z1 4 和第 14 道 PN4 2 是用 亲和层析纯化
的
,
除 PN 4 2 2纯 化效果较好 外
,
另外 3个纯化效果
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图 3 不 同工程菌菌体的 5 1)S PA ( ; E
Fig u re 3 T he S D S PA G E o f d iffer








纯度都在 85 % 以上
。
3 系列 N 重组蛋白的蛋白印迹检测
用 9 份 SA R S 病人恢复期血清和 1 份阴性混合
血清
,
对纯化后的系列 N 重组蛋白进行蛋 白印迹检
测 (W es te m bl ot )
,
结果在 39 个重组蛋 白中
,
包含完
整 N 蛋白的 P N 4 2 2 抗原活性最强
,
对全部 9 份恢复
期血清均有良好反应 (图 5 )
。
N 蛋白的 C 端缺失到 a a 3 6 0 ( PN 3 6 0 )时活性基
本丧失
,
但继续缺失到 a 3 2 0 ( PN 32 0) 时其活性有所
恢 复 ; C 端 缺 失到
aa3 01 时活性 减 弱
,
而 缺失 到




缺失到 aa2 2 8 的 PN 2 2 8 的活性相对最强
,
但也弱于
完整的 N 蛋 白
。
C 端缺失到

















C 端缺失到 a 160 以上 的 3 个突变体
( PN 14 0
、
PN 1 5 0
、
PN 16 0 )均未见明显活性
。
全长 N 蛋 白 ( PN 4 2 2 ) 的 N 端 缺 失 至 a a 3 0





一 定 的交 叉 反 应
。
提 示 PN 3 93 的 空 间结 构 与
P N 4 2 2 有较大的不同
。
N 端缺失至 a a 6 0 (P N 3 6 3 )其





缺失至 a a l4 0 ( PN 2 8 3 )时
,
仅对 l 份 阳性血 清有反
应
,





在 N 端和 C 端 同时缺失的 21 个 突变体中
,
仅









本研究利用大肠杆菌表达系统对 S A R S 冠状病







: SA R S 冠状病毒核衣壳(N )蛋白不同区域的原核表达
2 6 2 7 2 8 2 9 30 3 1 32 3 3 3 4 3 5 3 6 3 7 3 8 3 9 40
图 4 纯化后的重组蛋白
Fi g
u re 4 T h e p u ri fi ed
recom
bin a n t p r o tei ns
获得了成功
,
表达产量都在 巧 % 以上
,






蛋白(PN 4 2 2) 的活性 明显强于它的缺失突变体
,
对
全部 9 份 SA R S 病人恢复期血清均有较强反应性
,
证实了 SA R S
一
励V 的 N 蛋 白是机体免疫应答 的优
势靶蛋白之一
。
N 蛋 白的 N 末端缺失和 C 末端缺






白(PN 2 2 8 )对个别血清的反应强度能够达到 PN 4 2
的水平
。
提示 N 蛋 白的完 整性对于其优势表位的
充分暴露具有重要意义
,






酵母表达的全长 N 蛋 白的活
性较 PN 4 2 的活性有明显提高
,












提示使用抗 N 蛋白抗体作为 SA R S 冠状病毒感
染的诊断依据时
,
需特别注意排 除假 阳性 问题
。
这
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图 5 不同重组蛋白对 SAR S病人恢复期血清的蛋白印迹检测
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